












































Bcl, B-cell lymphoma 
cccDNA, covalently closed circular DNA 
CME, clathlin-mediated endocytosis 
CPZ, Chlorpromazine 
DMSO, dimethyl sulfoxide 
ETV, entecavir 
GM-CSF, granulocyte macrophage colony stimulating factor 
HBV, hepatitis B virus 
HBs, hepatitis B surface 
HCV, hepatitis C virus 
IL, interleukin 
LHBs, large hepatitis B surface protein 
NF-κB, nuclear factor-κB 
NTCP, sodium taurocolate cotransporting polypeptide 










使われてきたが、HBV に対する詳細な作用は不明である。同剤は HBV の侵入
に関わるクラスリン依存性エンドサイトーシス (clathrin-mediated 
endocytosis; CME) に作用することが報告されていることから、今回我々は同
剤を用いて HBV の肝細胞への侵入阻害効果を検討した。 
	 HBV のレセプターである sodium taurocholate cotransporting polypeptide 
(NTCP) を発現している HepG2-NTCP-C4 細胞を用い、細胞障害を認めない濃
度の silibinin を添加した時の HBV 感染効率を検討したところ、有意に HBV 感
染細胞から放出される HBV DNA 量の低下を認め、同剤による HBV 感染阻害
効果が示唆された。新鮮ヒト肝細胞 (PXB-cells) でも同様の結果であった。ま
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た、HBV 恒常発現株である HepG2.2.15 細胞に silibinin を添加しても放出され
る HBV DNA 量の低下はなく、同剤に HBV の複製および放出の抑制効果はな
いと考えられた。また、同剤に加えて従来の治療薬である核酸アナログ 
(entecavir; ETV) の併用実験を施行したが、silibinin 単剤よりも更に HBV 
DNA 量を低下させる可能性がある結果となり、作用機序の異なる 2 つの薬剤の
併用が臨床上有効であるかもしれないと考えられた。Silibinin は HBV のエン
ベロープと NTCP の結合は阻害していなかったが、CME の指標となるトラン
スフェリン取り込みを抑制しており、HBV 感染阻害効果は CME が関連してい
ることが示唆された。 





	 B 型肝炎ウイルス (hepatitis B virus; HBV)は急性・慢性感染を引き起こし、
肝硬変および肝細胞癌を含む重篤な疾患に関連している。慢性感染者は世界中
で約 2 億 4 千万人と推定されており、我が国では HBV 感染率は約 1%である。
毎年約 100 万人が HBV に関連する肝癌や肝硬変で死亡しており、HBV 感染は
世界中の公衆衛生上の問題となっている(1-3)。HBV は A 型から J 型まで 9 種
類の genotype が同定されており(4)、日本では元々genotype C や B が多かった
が、近年慢性化率が約 10%と高い genotype A(5)が増加傾向にあることが問題と
なっている(6)。感染経路としては母子感染による垂直感染、血液感染や性交渉
等による水平感染がある。これらを予防するため日本では 2016 年 10 月よりユ
ニバーサルワクチンが開始となり、他のワクチン導入国では B 型肝炎の減少の
報告があることから(7)、日本でも今後は HBV 感染者が減少する可能性がある。
しかし、日本で 1986 年に開始された HBV ワクチンと B 型肝炎免疫グロブリン
による母子感染防止事業では完全には母子感染が予防できていないという問題





症を抑える事はできるが、HBV 感染の臨床的治療目標である hepatitis B 
surface (HBs)抗原の消失率は低い。また、現治療法では HBV 複製中間体とし




	 HBV のレセプターとして sodium taurocholate cotransporting polypeptide 




クラスリン依存性エンドサイトーシス (clathrin-mediated endocytosis; CME)




CME に着目した HBV 侵入阻害剤の報告は少ない。 
	 以前より慢性肝疾患に対する治療薬として主にヨーロッパや中国で使われて
きた silibinin が、CME を阻害することで C 型肝炎ウイルス (hepatitis C virus; 
HCV) の肝細胞への侵入を阻害することが最近になり報告された(17)。HCV 以
外にも感染経路が CME である reovirus、vesicular stomatitis virus、influenza 
virus に対して silibinin による感染阻害が確認されている(18-20)。しかしなが
ら、同剤の HBV に関する作用はこれまで報告されておらず、同様に silibinin












	 Silibinin は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より購入し、dimethyl 
sulfoxide (DMSO) (和光純薬、大阪市) に溶解して使用した。Hepatitis B 
surface (HBs) 抗原陽性細胞を確認するために使用した抗 HBs 抗体 S14 は
Abcam (Cambridge, England) より購入した。HBV の受容体である NTCP に
対して、silibinin の関与の有無を確認するため使用した抗 NTCP 抗体および抗
FLAG 抗体は Sigma-Aldrich より購入した。核酸アナログ製剤であるエンテカ




	 肝癌細胞株である HepG2 細胞に HBV 受容体である NTCP を発現させた
HepG2-NTCP-C4 細胞(21) は渡士幸一先生 (国立感染症研究所) より分与して
いただいた。細胞培地として 10%の非働化ウシ胎児血清 (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) を添加した DMEM/F-12,GlutaMAX (Thermo 
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Fisher Scientific) に 100 µg/ml の Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrch)、
5.0 µg/ml の Insulin (Sigma-Aldrich)、10 mM の HEPES (Sigma-Aldrich)、400 
µg/ml の G418 (Sigma-Aldrich) を加え使用した。HBV を恒常的に発現する
HepG2.2.15 細胞も渡士幸一先生より分与していただいき、HepG2-NTCP-C4
細胞と同様の培地を用いて培養した。また、ヒト肝細胞キメラマウス由来新鮮
ヒト肝細胞である PXB-cells (PhoenixBio, 東広島市) も用いた(22, 23)。培養に
は dHCGM 培地 (PhoenixBio) を用いた。 
 
3. Silibinin の細胞障害性の検討 
Silibinin による細胞障害性の有無を確認するために MTS assay を行った。
96-well plate に HepG2-NTCP-C4 細胞を 3.0×104/well の濃度で播き、翌日に
細胞培地を変更後に silibininを 0-200 µMの濃度で添加し、2時間後にCellTiter 
96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, 
USA) を 20µl ずつ加え 37℃で 2 時間培養後、490nm で吸光度測定を行うこと
で細胞障害性を確認した。薬剤非添加の吸光度を 1 とした比率で検討し、同様
の独立した実験を 3 回施行した。 
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4. HBV の感染源の作成 
	 HBV 恒常発現株である HepG2.2.15 細胞の培養上清を回収し、Amicon 
Ultra-15 (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) を用いて 3500 rpm、60 分間
遠心して濃縮した。後述のように HBV DNA コピー数を測定して感染の際に 6.0
×109 copies/ml の濃度になるように新鮮培地を用いて調整した。 
	 PXB-cells への感染は、PXB-cells を提供している PhoenixBio 社が HBV 感
染実験に推奨している、ヒト肝細胞キメラマウス血清由来の HBV (PhoenixBio) 
を 2.0×106 copies/well (24-well plate) の濃度で使用した。 
 
5. HBV の培養細胞への感染と silibinin の添加 
	 前述した HepG2-NTCP-C4 細胞と PXB-cells へ、silibinin を加えた上で HBV
を感染させ、HBV 感染阻害の有無を確認した。HepG2-NTCP-C4 細胞を 6-well 
plate に 1.6×105/well の濃度で播き、24 時間後に 0-200 µM の silibinin を添加
した。その 2 時間後に 4% PEG8000 (Promega) を含んだ細胞培地下でウイルス
を添加し、16 時間の培養を行った後、新鮮培地で 3 回洗浄した後に新鮮培地で
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培養を行なった。3 日毎に同様に新鮮培地で 3 回ずつ洗浄を行って培養を継続し、
感染 13 日後の培養上清を回収した。回収した培養上清を、下記による方法で
HBV DNAコピー数を測定し、silibinin非添加を 1とした比率で比較検討した。
同様の独立した実験を 5 回施行した。 
	 PXB-cells は、24-well plate に 4.0×105/well の細胞が播かれている状態で購
入し、24 時間 37℃で培養後に培地を交換し 0-100 µM の silibinin を添加した。
その 2 時間後に 4% PEG8000 を含む細胞培地下でウイルスを添加し、16 時間
後 に リ ン 酸 緩 衝 液  (phosphate buffered saline; PBS, Thermo Fisher 
Scientific) を用いて洗浄した。新鮮培地で培養し、5 日毎に同様に PBS で 1 回
洗浄後に新鮮培地を加え、感染 17 日後の培養上清を回収した。下記の方法によ
り HBV DNA コピー数を測定し、silibinin 非添加を 1 とした比率で比較した。
同様の独立した実験を 5 回施行した。 
 
6. HBV DNA、HBs 抗原の測定 
回収した培養上清 1000 µl を用いて QIAamp UltraSense Virus Kit 
(QIAGEN, Hilden, Germany) により total DNA 60 µl を抽出し、このうち 2 µl 
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を用いてリアルタイム PCR による HBV DNA コピー数の定量を行った。DNA
を TaqMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific)、プライマ
ーHBV-S-Forward (5’-ACT CAC CAA CCT CTT GTC CT-3’)、HBV-S-Reverse 
(5’-GAC AAA CGG GCA ACA TAC CT-3’)、TaqMan probe (5’-FAM-TAT CGC 
TGG ATG TGT CTG CGG CGT-TAMRA-3’)(24) と混合し、StepOnePlus 
(Thermo Fisher Scientific) を用いて 50℃2 分、95℃10 分の反応後に 95℃15
秒、60℃60 秒の反応を 40 サイクル行い、それぞれの Cq 値を算出した。104か
ら 107 copies/µl の既知濃度サンプルを用いて threshold line との交点からスタ
ンダードカーブを作成し、サンプルの交点を比較し HBV DNA コピー数を定量
化した。 
培養上清中の HBs 抗原は化学発光酵素免疫測定法を原理とした高感度 HBs




実際に HBV 感染細胞数の低下の有無を確認するため、前述した HBs 抗体を
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用いた蛍光免疫染色による HBV 感染細胞数をカウントした。6-well plate の各
well に置いた滅菌したカバーガラス上に HepG2-NTCP-C4 細胞を 4.0×104 
cells/ml の濃度で播き、翌日に 4% PEG8000 を含む細胞培地下で HBV を感染
させた。感染翌日から 3 日毎に細胞培地で 3 回ずつ洗浄を行った。感染 13 日目
に細胞を固定液（ 0.1 M PIPES, 1 mM EGTA, 3 mM MgSO4, 2.5% 
Paraformaldehyde）を 20 ml 添加し 37℃で 20 分間反応させることで細胞を固
定し、抗 HBs 抗体 S14 を 2 µl ずつ加え 37℃で 2 時間反応させ免疫蛍光染色を
行い、ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI (Thermo Fisher 
Scientific) で封入後に共焦点レーザー顕微鏡 LSM780 (Zeiss, Oberkochen, 
Germany) で観察し、HBs 抗原陽性細胞数を計測し、比較検討した。 
 
8. Silibinin による HBV 放出抑制効果の検討 
	 HBV 恒常発現株である HepG2.2.15 細胞に silibinin の添加実験を行い、HBV
放出抑制効果の有無を検討した。6-well plate に HepG2.2.15 細胞を 6.4×
105/well の濃度で播き、24 時間後に 100 µM の濃度で silibinin を添加した。添
加 2 日後の培養上清を回収し、HBV DNA コピー数と HBsAg 量 (IU/ml) の測
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定をし、silibinin 非添加を 1 とした比率で比較した。6 回の独立した同様の実
験を行った。 
 
9. Silibinin 持続添加による抗ウイルス効果 
	 感染成立後も silibinin 持続投与することで放出されるウイルス量に変化があ
るかを検討した。HepG2-NTCP-C4 細胞を 6-well plate に 1.6×105/well の濃度
で播き、24 時間後に silibinin を 100 µM の濃度で添付した。その 2 時間後に
4% PEG8000 (Promega) を含んだ細胞培地下でウイルスを添加し、1、4、7 日
後に新鮮培地を交換し、その際にも silibinin を 100 µM の濃度で添付した。
Silibinin を持続投与したもの、HBV 感染前にのみ silibinin を加えたもの、
silibinin を加えなかったもので感染 7、10 日後の培養上清を回収し HBV DNA
コピー数を測定し、silibinin 非添加を 1 とした比率で比較検討した。6 回の独
立した同様の実験を施行した。 
 
10. Silibinin と核酸アナログ製剤の併用の検討  
	 臨床的に広く用いられている核酸アナログ製剤である ETV と silibinin を併
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用した場合の、感染成立後の抗ウイルス効果を検討した。ETV は EC50 となる
濃度である 0.00375 µM で使用した(25)。HepG2-NTCP-C4 細胞を 6-well plate
に 1.6×105/well の濃度で播き、HBV を感染させた。感染翌日から silibinin の
みを加えた場合、ETV のみを加えた場合、silibinin と ETV を加えた場合で細
胞を培養し、感染 4、7、10 日後の培養上清を回収して HBV DNA コピー数を
測定し、silibinin 非添加を 1 とした比率で比較検討した。4 回の独立した同様
の実験を行った。 
 
11. Silibinin によるトランスフェリン取り込みの検討 
	 CME により細胞内へ取り込まれる物質として使用されているトランスフェ
リンを用いて(17) 、silibinin 添加によるトランスフェリン取り込み量の低下を
確認することで CME 阻害の有無を調べた。HepG2-NTCP-C4 細胞を 6-well 
plate に 6.4×105 cells/well の濃度で播き、silibinin を 100µM 添加し、2 時間
後に 2%アルブミンを含む細胞培地に Alexa Fluor 488 色素標識トランスフェリ
ン (Thermo Fisher Scientific) を 5 µg/ml となるように加えて 15 分間培養し、
細胞を前述のように固定後に蛍光顕微鏡で観察した。また、同様にトランスフ
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ェリンを添加後、0.25%トリプシン (Thermo Fisher Scientific) を用いて細胞を
剥離して回収し、FACS CantoⅡ (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) 
を用いてフローサイトメトリーによる定量を行った。Silibinin 非添加を 1 とし
た比率で比較した。定量は独立した実験で 3 回施行した。 
 
12. 免疫沈降 
	 HBV は細胞に侵入する際に、まずレセプターである NTCP と結合し、その後
に CME により細胞内に取り込まれると考えられている(26)。そこで、レセプタ
ーとの結合に必要とされているエンベロープタンパク質の large hepatitis B s 
protein (LHBs) と NTCP との結合を silibinin が抑制する効果があるかどうか
を調べるため、免疫沈降反応を用いた検討を行った。HepG2 細胞を 6 cm プレ
ートに 1×106 cells/well の濃度で播き、Transit-LT1 (Mirus Bio, Madison, WI, 
USA) を用いて FLAG 標識した LHBs を発現させるプラスミドである
FLAG-LHBs (27) をトランスフェクションし、3 日後に NP-40 buffer（20 mM 
TrisHCl, 137 mM NaCl, 10% Glycerol, 1% NP-40, 2 mM EDTA）を 200µl 添
加してセルスクレイパーを用いて細胞を回収後、超音波式ホモジナイザー 
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(TAITEC, 埼玉県越谷市 ) を使用してタンパク質を抽出した。同様に
HepG2-NTCP-C4 細胞から抽出したタンパク質を混合して 3.0 mg/ml とし、
silibinin (600 µM) を加えた後に 4℃で 24 時間混和させた。抗 NTCP 抗体を 7.5 
µl加えた後、Protein A (Sigma-Aldrich) を加えて 4℃で 2時間混和した後、4000 




	 統計学的解析は JMP ソフトウェア (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) を
用いて施行した。平均値は平均±標準誤差で表示した。2 群間の検定には
Wilcoxon 検定を用いた。多群間の検定には Kruskal-Wallis 検定で比較した上
で、Steel-Dwass 法による検討を行った。HBs 抗原陽性細胞数の検定にはカイ





1. Silibinin による HBV 感染阻害効果 
まず HepG2-NTCP-C4 細胞を用いて、MTS assay により silibinin の細胞障
害性を確認した。Silibinin 非添加のコントロールを 1 として比率で示すと、
silibinin 100 µM では 0.967±0.050 であり有意な変化を認めなかった 
(p=0.6428、図 1A) 。200 µM でも細胞障害性は認めなかった (p=0.063) が、
0.871±0.021 と軽度低下があったため、以降の検討では主に 100 µΜ以下の濃
度で行った。 
	 次に、同細胞を用いて HBV 感染阻害の検討を行った。感染から 13 日後の培
養上清中の HBV DNA コピー数を比較すると、silibinin の用量依存的に HBV 
DNA コピー数は低下しており、silibinin 100 µM においてコントロールとの比
で 0.572±0.093 と有意に低下していた (p=0.0053、図 1B)。中央値、範囲は表
1 の通りであった。また、培養上清中の HBs 抗原量も silibinin の用量依存的に
低下しており、100 µM で コントロールとの比は 0.591±0.030 (p=0.0053、図




感染から 17 日後の培養上清中の HBV DNA コピー数は silibinin 100 µM にお
いてコントロールとの比が 0.425±0.085 (p=0.0075、図 1D) と有意差を持って
低下していた。中央値、範囲は表 2 の通りであった。 
	 HBV を感染させた HepG2-NTCP-C4 細胞を用いて、抗 HBs 抗体を用いた免
疫蛍光染色により HBV 感染細胞数を検討すると、HBs 抗原陽性細胞数は
silibinin 添加なしでは 3.1% (13/413 細胞) であったのに対して silibinin 添加 
(100 µM) 後では 0.32% (1/309 細胞) であり、有意差を持って感染細胞数の低下
を認めた（p=0.0065、図 2B）。 
 
2. Silibinin による HBV 放出抑制効果の検討 
	 HBV 恒常発現株である HepG2.2.15 細胞に silibinin の添加実験を行い、HBV
放出抑制効果の有無を検討した。添加後 2 日後の培養上清を回収し、HBV DNA
コピー数と HBsAg 量の測定を行ったところ、何れも有意な変化を認めなかった
（図 3A,B）。HBV DNA コピー数の中央値、範囲は表 3 の通りであった。 
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3. Silibinin 持続添加による抗ウイルス効果 
次に、HBV 感染時のみに silibinin を添加した場合だけでなく、HBV 感染後
に silibinin を継続して添加した場合でも検討を行った。Silibinin 非投与のコン
トロールとの比率で表すと、HBV 感染 10 日後において、感染時のみ silibinin
を添加した場合では 0.705±0.130 であったのに対し、silibinin 持続添加した場
合では 0.288±0.085 となり両群間で有意差を認めた (p=0.0028、図 4B)。中央




4. Silibinin と核酸アナログ製剤の併用の検討  
	 Silibinin と核酸アナログ製剤 (ETV) 併用の検討では、HBV 感染翌日から
silibinin のみを加えた場合、ETV のみを加えた場合、silibinin と ETV を加え
た場合とで培養上清中の HBV DNA コピー数の変化を検討した。感染 7 日後に
おける HBV DNA コピー数のコントロールとの比は silibinin のみで 0.721±
0.129、ETV のみで 0.667±0.312、silibinin と ETV で 0.301±0.136 であり、
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silibinin と ETV の両方を加えた場合に最も低下する結果となったが、
Kruskal-Wallis 検定で p=0.075 であり群間に有意差は認められなかった。感染
10 日後では Kruskal-Wallis 検定で p=0.008 であり群間に有意差を認めたが、
silibininのみと、silibininとETV添加との間には有意差は認めなかった(図5B)。
それぞれの HBV DNA コピー数の中央値、範囲は表 5 に示す通りであった。こ
の結果より、silibinin に ETV を加えることで有意差は認めなかったものの感染
成立後の抗ウイルス効果を増強させる効果があるかもしれないと思われた。 
 
5. Silibinin による HBV レセプターとエンベロープの結合阻害効果の検討 
	 FLAG 標識した LHBs と NTCP の結合は既報通り免疫沈降で確認されたが、
silibinin を添加してもその結合に変化は認められなかった (図 6A)。この結果よ
り silibinin は、NTCP と LHBs との結合には関与がないことが示された。 
 


















(28, 29)。炎症誘発シグナルである nuclear factor-κB (NF-κB)、interleukin 
(IL)-1、IL-6、granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) 活
性を抑える作用があり、更にアポトーシスを誘引する B-cell lymphoma 2 
(Bcl-2) proteins、bcl-2-like protein 4、cytochrome c、caspase-3、caspase-9
を阻害し、フリーラジカル除去・脂質過酸化阻害効果を持ち、抗酸化作用を持







	 生理的に肝細胞は様々な物質を取り込む必要があるため CME は重要な役割
を果たしており(33)、これを肝炎ウイルスは利用していると考えられている。既
報では、silibinin が CME を阻害することで HCV 感染阻害を示すとされている








	 本研究では HBV 感染後の HBsAg 陽性細胞数は、silibinin 添加により約 90%










と思われた。また、本研究では HBV 感染後の HBsAg 陽性細胞数の割合は





	 HBV 恒常発現株である HepG2.2.15 を用いた検討により silibinin には HBV
複製や放出抑制効果はないことが確認された。このことから、機序の異なるHBV
の複製 (逆転写) を阻害する核酸アナログ製剤との併用は合理的であると考え
られる。本研究の結果では silibinin と ETV を併用することで、HBV 感染の成
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立した HepG2-NTCP-C4 細胞において培養上清中の HBV DNA コピー数の低
下を認めており、持続感染の成立した慢性肝炎の状態においても ETV と併用す
ることで silibinin の効果がある可能性が示された。すなわち、持続感染におい
て silibinin が HBV の未感染細胞への侵入阻害を起こして感染の拡大を抑制し、
更に ETV が逆転写酵素を阻害することで、HBV DNA がより低下するものと考
えられる。尚、本研究での silibinin と ETV 併用実験では、添加 10 日後では
silibinin 単剤と、silibinin と ETV 併用間で差は認められなかった。これは、同
様に silibinin 100 µM を投与した実験系である図 2B や図 4B に比べると





により、hepatitis B e (HBe) 抗原セロコンバージョンや HBs 抗原消失といった
臨床的な治療目標の達成率を改善できる可能性がある。更には、前述したよう
に HBV の完全治癒は感染細胞の核内 cccDNA 消失であるが、HBV の侵入阻害
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剤である Myrcludex B が cccDNA 量を減少させたという報告がある(37)。
Silibinin も HBV 侵入阻害効果を有することから同様に cccDNA 減少作用を有
する可能性があり、このような薬剤を複合的に使用することで HBV 完全治癒に
寄与できる可能性がある。 
	 また、前述のように本邦では慢性化率の高い genotype A による急性肝炎が増
加してきているが、初期感染時に silibinin を使用することで、非感染細胞への
感染を予防し慢性化率を低下させる可能性がある。また、垂直感染に関しても、














1. Hyun S, Lee S, Ventura WR, McMenamin J. Knowledge, Awareness, 
and Prevention of Hepatitis B Virus Infection Among Korean American 
Parents. J Immigr Minor Health 2017. 
2. Ganem D, Prince AM. Hepatitis B virus infection--natural history 
and clinical consequences. N Engl J Med 2004;350:1118-1129. 
3. Ott JJ, Stevens GA, Groeger J, Wiersma ST. Global epidemiology of 
hepatitis B virus infection: new estimates of age-specific HBsAg 
seroprevalence and endemicity. Vaccine 2012;30:2212-2219. 
4. Lin CL, Kao JH. Hepatitis B virus genotypes and variants. Cold 
Spring Harb Perspect Med 2015;5:a021436. 
5. Sugauchi F, Orito E, Ohno T, Tanaka Y, Ozasa A, Kang JH, Toyoda 
J, et al. Spatial and chronological differences in hepatitis B virus genotypes 
from patients with acute hepatitis B in Japan. Hepatol Res 2006;36:107-114. 
6. Ito K, Yoneda M, Sakamoto K, Mizokami M. Virological and Clinical 
Characteristics of Hepatitis B Virus Genotype A. J Gastroenterol 2017:in 
 33 
press. 
7. Childs L, Roesel S, Tohme RA. Status and progress of hepatitis B 
control through vaccination in the South-East Asia Region, 1992-2015. 
Vaccine 2018;36:6-14. 
8. Shiraki K. Perinatal transmission of hepatitis B virus and its 
prevention. J Gastroenterol Hepatol 2000;15 Suppl:E11-15. 
9. Nassal M. HBV cccDNA: viral persistence reservoir and key 
obstacle for a cure of chronic hepatitis B. Gut 2015;64:1972-1984. 
10. Kayaaslan B, Akinci E, Ari A, Tufan ZK, Alpat SN, Gunal O, Tosun 
S, et al. A long-term multicenter study: Entecavir versus Tenofovir in 
treatment of nucleos(t)ide analogue-naive chronic hepatitis B patients. Clin 
Res Hepatol Gastroenterol 2017. 
11. Li G, Zhu Y, Shao D, Chang H, Zhang X, Zhou D, Gao Y, et al. 
Recombinant cccDNA of hepatitis B virus induces long-term viral 
persistence with chronic hepatitis in a mouse model. Hepatology 2017. 
12. Lu HY, Zhuang LW, Yu YY, Si CW, Li J, Zhang JJ, Zeng Z, et al. 
 34 
Effects of antiviral agents and HBV genotypes on intrahepatic covalently 
closed circular DNA in HBeAg-positive chronic hepatitis B patients. World J 
Gastroenterol 2008;14:1268-1273. 
13. Harper CB, Popoff MR, McCluskey A, Robinson PJ, Meunier FA. 
Targeting membrane trafficking in infection prophylaxis: dynamin inhibitors. 
Trends Cell Biol 2013;23:90-101. 
14. Huang HC, Chen CC, Chang WC, Tao MH, Huang C. Entry of 
hepatitis B virus into immortalized human primary hepatocytes by 
clathrin-dependent endocytosis. J Virol 2012;86:9443-9453. 
15. Murata M, Narahara S, Umezaki K, Toita R, Tabata S, Piao JS, Abe 
K, et al. Liver cell specific targeting by the preS1 domain of hepatitis B virus 
surface antigen displayed on protein nanocages. Int J Nanomedicine 
2012;7:4353-4362. 
16. Varkevisser R, Houtman MJ, Waasdorp M, Man JC, Heukers R, 
Takanari H, Tieland RG, et al. Inhibiting the clathrin-mediated endocytosis 
pathway rescues K(IR)2.1 downregulation by pentamidine. Pflugers Arch 
 35 
2013;465:247-259. 
17. Blaising J, Levy PL, Gondeau C, Phelip C, Varbanov M, Teissier E, 
Ruggiero F, et al. Silibinin inhibits hepatitis C virus entry into hepatocytes 
by hindering clathrin-dependent trafficking. Cell Microbiol 
2013;15:1866-1882. 
18. Schulz WL, Haj AK, Schiff LA. Reovirus uses multiple endocytic 
pathways for cell entry. J Virol 2012;86:12665-12675. 
19. Cureton DK, Massol RH, Saffarian S, Kirchhausen TL, Whelan SP. 
Vesicular stomatitis virus enters cells through vesicles incompletely coated 
with clathrin that depend upon actin for internalization. PLoS Pathog 
2009;5:e1000394. 
20. Rust MJ, Lakadamyali M, Zhang F, Zhuang X. Assembly of 
endocytic machinery around individual influenza viruses during viral entry. 
Nat Struct Mol Biol 2004;11:567-573. 
21. Iwamoto M, Watashi K, Tsukuda S, Aly HH, Fukasawa M, Fujimoto 
A, Suzuki R, et al. Evaluation and identification of hepatitis B virus entry 
 36 
inhibitors using HepG2 cells overexpressing a membrane transporter NTCP. 
Biochem Biophys Res Commun 2014;443:808-813. 
22. Yamasaki C, Kataoka M, Kato Y, Kakuni M, Usuda S, Ohzone Y, 
Matsuda S, et al. In vitro evaluation of cytochrome P450 and glucuronidation 
activities in hepatocytes isolated from liver-humanized mice. Drug Metab 
Pharmacokinet 2010;25:539-550. 
23. Kakuni M, Yamasaki C, Tachibana A, Yoshizane Y, Ishida Y, 
Tateno C. Chimeric mice with humanized livers: a unique tool for in vivo and 
in vitro enzyme induction studies. Int J Mol Sci 2013;15:58-74. 
24. Liu Y, Hussain M, Wong S, Fung SK, Yim HJ, Lok AS. A 
genotype-independent real-time PCR assay for quantification of hepatitis B 
virus DNA. J Clin Microbiol 2007;45:553-558. 
25. Innaimo SF, Seifer M, Bisacchi GS, Standring DN, Zahler R, 
Colonno RJ. Identification of BMS-200475 as a potent and selective inhibitor 
of hepatitis B virus. Antimicrob Agents Chemother 1997;41:1444-1448. 
26. Huang HC, Tao MH, Hung TM, Chen JC, Lin ZJ, Huang C. 
 37 
(-)-Epigallocatechin-3-gallate inhibits entry of hepatitis B virus into 
hepatocytes. Antiviral Res 2014;111:100-111. 
27. Inoue J, Krueger EW, Chen J, Cao H, Ninomiya M, McNiven MA. 
HBV secretion is regulated through the activation of endocytic and 
autophagic compartments mediated by Rab7 stimulation. J Cell Sci 
2015;128:1696-1706. 
28. Polyak SJ, Morishima C, Lohmann V, Pal S, Lee DY, Liu Y, Graf TN, 
et al. Identification of hepatoprotective flavonolignans from silymarin. Proc 
Natl Acad Sci U S A 2010;107:5995-5999. 
29. Federico A, Dallio M, Loguercio C. Silymarin/Silybin and Chronic 
Liver Disease: A Marriage of Many Years. Molecules 2017;22. 
30. Saliou C, Valacchi G, Rimbach G. Assessing bioflavonoids as 
regulators of NF-kappa B activity and inflammatory gene expression in 
mammalian cells. Methods Enzymol 2001;335:380-387. 
31. Yoo HG, Jung SN, Hwang YS, Park JS, Kim MH, Jeong M, Ahn SJ, 
et al. Involvement of NF-kappaB and caspases in silibinin-induced apoptosis 
 38 
of endothelial cells. Int J Mol Med 2004;13:81-86. 
32. Kim NC, Graf TN, Sparacino CM, Wani MC, Wall ME. Complete 
isolation and characterization of silybins and isosilybins from milk thistle 
(Silybum marianum). Org Biomol Chem 2003;1:1684-1689. 
33. Schroeder B, McNiven MA. Importance of endocytic pathways in 
liver function and disease. Compr Physiol 2014;4:1403-1417. 
34. Wiegand SB, Jaroszewicz J, Potthoff A, Honer Zu Siederdissen C, 
Maasoumy B, Deterding K, Manns MP, et al. Dominance of hepatitis C virus 
(HCV) is associated with lower quantitative hepatitis B surface antigen and 
higher serum interferon-gamma-induced protein 10 levels in 
HBV/HCV-coinfected patients. Clin Microbiol Infect 2015;21:710.e711-719. 
35. Bersoff-Matcha SJ, Cao K, Jason M, Ajao A, Jones SC, Meyer T, 
Brinker A. Hepatitis B Virus Reactivation Associated With Direct-Acting 
Antiviral Therapy for Chronic Hepatitis C Virus: A Review of Cases 
Reported to the U.S. Food and Drug Administration Adverse Event 
Reporting System. Ann Intern Med 2017;166:792-798. 
 39 
36. Shimura S, Watashi K, Fukano K, Peel M, Sluder A, Kawai F, 
Iwamoto M, et al. Cyclosporin derivatives inhibit hepatitis B virus entry 
without interfering with NTCP transporter activity. J Hepatol 
2017;66:685-692. 
37. Allweiss L, Volz T, Giersch K, Kah J, Raffa G, Petersen J, Lohse AW, 
et al. Proliferation of primary human hepatocytes and prevention of 





Ⅹ	 図表説明  
図 1. Silibinin による HBV 感染阻害効果 
 (A) HepG2-NTCP-C4 細胞に silibinin を 0-200 µM の濃度で 2 時間添加し、
MTS assay試薬を加えて 1時間後に 490 nmの波長で吸光度測定を行った(n=3)。 
(B,C) HepG2-NTCP-C4 細胞に 0-200 µM の濃度で silibinin を添加し、その 2
時間後に 4% PEG8000 を含んだ細胞培地下で HBV を感染させ、16 時間後に新
鮮培地で 3 回洗浄施行して培地を交換した。以降 3 日毎に培養上清で洗浄し、
感染 13 日後に上清を回収して HBV DNA コピー数(B) と HBs 抗原量 (C) を
測定した (n=5)。また、HBV DNA コピー数の中央値、範囲を表 1 に示した。
(D) 新鮮ヒト肝細胞 PXB-cells に silibinin を 0-100 µM の濃度で添付し、2 時間
後に 4%PEG8000 を含んだ細胞培地下で HBV を感染させ、16 時間後に PBS
で洗浄し新鮮培地を加えた。感染翌日、翌々日に PBS で洗浄した後に新鮮培地
を交換し、以降 5 日毎に培地を交換した。感染 17 日後の培養上清を回収し、
HBV DNA コピー数を測定した(n=5)。また、HBV DNA コピー数の中央値、範
囲を表 2 に示した。エラーバーは標準誤差を表記している。統計学的検定には
Wilcoxon 検定を用いた (*p<0.05, **p<0.01)。 
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図 2. 免疫蛍光染色による silibinin の HBV 感染阻害評価 
滅菌したカバーガラス上で HepG2-NTCP-C4 細胞に silibinin (100 µM) を添加
し、その 2 時間後に 4% PEG8000 を含んだ細胞培地下で HBV を感染させ、16
時間後に新鮮培地で 3 回洗浄施行して培地を交換した。以降 3 日毎に培養上清
で洗浄し、感染 13 日後に固定液により細胞を固定して HBs 抗体を用いた免疫
蛍光染色を施行し、HBs 抗原を蛍光顕微鏡により観察し (A)、HBs 抗原陽性細
胞数を計測した (B)。統計学的検討にはカイ二乗検定を用いた(**p<0.01)。 
 
図 3. Silibinin による HBV 放出抑制効果の有無 
HepG2.2.15 細胞に silibinin (100 µM) を添加し、24 時間後に新鮮培地で 3 回
洗浄後培地を交換し、再度 silibinin (100 µM) を加えた。その後 24 時間毎に培
養上清を回収し、silibinin 投与 2 日後の HBV DNA コピー数 (A) と HBsAg 量 
(B) を測定した (n=6)。silibinin の添加ないものを比較対象とした。HBV DNA
コピー数の中央値、範囲を表 3 に示した。統計学的検定には Wilcoxon 検定を用
いた (*p<0.05, **p<0.01)。 
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図 4. Silibinin 持続添加による HBV 感染阻害効果 
HepG2-NTCP-C4 細胞に 4% PEG8000 を含んだ細胞培地下で HBV を感染させ、
16 時間後に新鮮培地で 3 回洗浄施行して培地を交換した。以降 3 日毎に培養上
清で洗浄し感染 7日目、10日目の培養上清からHBV DNAコピー数を測定した。 
(A)は培養プロトコールを示している。 (B) HBV 感染前後に silibinin を加えな
いもの (白色棒) 、HBV感染 2時間前にのみ silibininを加えるもの (灰色棒) 、
HBV 感染前と感染後培地交換毎に silibinin を加えたもの (黒色棒) で比較検討
した (n=6)。Silibinin は 100 µM の濃度で添加した。また、HBV DNA コピー
数の中央値、範囲を表 4 に示した。エラーバーは標準誤差を表記している。統
計学的検定には Wilcoxon 検定を用いた (*p<0.05, **p<0.01)。 
 
図 5. Silibinin と核酸アナログ併用による HBV 感染阻害効果 
HepG2-NTCP-C4 細胞に 4% PEG8000 を含んだ細胞培地下で HBV を感染させ、
16 時間後に新鮮培地で 3 回洗浄施行して培地を交換した。以降 3 日毎に培養上
清で洗浄し感染 4、7、10 日目の培養上清から HBV DNA コピー数を測定した。 
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(A) は培養プロトコールを示している。 (B) HBV 感染時に silibinin と ETV を
加えないもの (白色棒) 、HBV 感染前と感染後培地交換毎に silibinin のみ加え
たもの (薄灰色棒) 、同じ時点で ETV のみ加えたもの (濃灰色棒) 、同じ時点
で silibinin と ETV を加えたもの (黒色棒) で比較検討した(n=4)。silibinin (100 
µM) と ETV (0.00375 µM) は感染 2 時間前と、培地交換毎に添加した。また、
HBV DNA コピー数の中央値、範囲を表５に示した。エラーバーは標準誤差を
表記している。統計学的検定には Kruskal-Wallis 検定で比較した上で、
Steel-Dwass 法による検討を行った (*p<0.05, **p<0.01)。 
 
図 6. Silibinin による HBV 感染阻害経路の検討 
 (A) HepG2 細胞に FLAG 標識 LHBs 発現プラスミドをトランスフェクション
し、3 日間培養した。PBS を用いて洗浄後、NP-40 buffer を使用して細胞を回
収し、タンパク質を抽出した。同様に HepG2-NTCP-C4 細胞からタンパク質を
抽出して silibinin (600 µM) の有無で両タンパク質を混合し、4℃で 24 時間混
合させた。抗 NTCP 抗体を加えた後、Protein A を加えて 4℃で 2 時間混合さ
せ、4000 rpmで 1分間遠心した。この沈殿を 160 mM NaClを含むNP-40 buffer
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で 3 回洗浄した後、抗 Flag 抗体を用いてウエスタンブロットを施行した。 (B) 
滅菌したカバーガラス上に HepG2-NTCP-C4 細胞を播いた。翌日に silibinin 
(100 µM) を添加し、2 時間後に 2%アルブミンを含む新鮮培地でトランスフェ
リン (5 µg/ml) を添加し、15 分後に PBS で洗浄後に固定液で細胞を固定した。
翌日、蛍光顕微鏡を用いて観察した。silibinin の添加ないものを比較対象とし













1%DMSO 16.4 (9.4-18.5) 
Silibinin 10 µM 10.7 (8.3-19.1) 
Silibinin 50 µM 9.1 (6.4-12.3) 
Silibinin 100 µM 7.7 (6.5-8.4) 
Silibinin 200 µM 5.7 (4.7-6.4) 
 
a中央値 (四分位範囲) を表示 
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1%DMSO 24.2 (20.1-48.0) 
Silibinin 10 µM 22.3 (17.1-44.1) 
Silibinin 100 µM 11.9 (9.2-13.2) 
 








(x107 copies/ µl) 
(-) 8.86 (1.82-25.53) 
(+) 6.85 (1.89-39.81) 
 








HBV DNA コピー数 a (x104 copies/µl) 
day 7 day 10 
添加なし 10.8 (2.7-25.1) 12.6 (3.4-101.2) 
感染前のみ添付 11.6 (2.2-19.1) 8.6 (2.3-55.5) 
持続添付 5.1 (1.7-6.7) 5.3 (0.5-16.3) 
 




表 5. HepG2-NTCP-C4 細胞における silibinin と核酸アナログ併用による HBV
感染阻害効果の検討 
 
	  HBV DNA コピー数 a (x104 copies/μl) 
	 Silibinin/ETV day 4 day 7 day 10 
(-)/(-) 126.3 (10.4-306.3) 32.8 (8.29-111.2) 563.7 (7.9-2437.7) 
(+)/(-) 130.7 (3.4-348.7) 12.9 (7.0-83.8) 9.3 (5.8-93.3) 
(-)/(+) 123.2 (7.9-244.3) 8.8 (5.4-14.3) 13.3 (6.6-40.3) 
(+)/(+) 100.5 (22.1-178.5) 8.4 (2.3-33.5) 9.6 (6.0-24.0) 
 
a中央値 (四分位範囲) を表示 
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